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第 1 章 緒言  
 








ら ,  2010）、健康食品としても注目されている。最近の研究では、大豆タンパ
ク質に血清コレステロール低下作用が認められており（菅野 ,  1998）、さらに
貯蔵タンパク質を構成する主要成分β -コングリシニンには血液中の中性脂
肪を低減する効果が認められている（Kohno et al. ,  2006; 河野・廣塚 ,  2008）。 
一方、我が国の平成 25 年度における大豆需要量は約 301 万 t となってお
り（表 1-1）、油糧用に約 190 万 t（ 63％）、食品用に約 94 万 t（ 31％）、その
他（飼料、種子等）に約 17 万 t（ 6％）利用されている（農林水産省 ,  2015）。








徴を引き出した製品開発等による需要開拓を挙げている（農林水産省 ,  2010）。 
大豆は約 35％のタンパク質を含有し、そのうち約 70％は主要な種子貯蔵
タンパク質である 7S グロブリン（主成分 ;  β -コングリシニン、以下 7S）お
よび 11S グロブリン（主成分 ;  グリシニン、以下 11S）によって占められて
いる（渡辺ら ,  1971）。この両タンパク質は、粘性、凝固特性、界面活性等の
物理化学的性質が異なることが多くの研究から知られており（小野 ,  2008;  
谷坂ら ,  2010）、例えば 7S を多く含む豆乳は凝固させると柔らかく、 11S を
多 く 含 む 豆 乳 は 硬 く な る 性 質 が あ る と さ れ て い る （ Saio et al. ,  1969;  
Kohyama et al. ,  1995; Ji et al. ,  1999; Yagasaki et al. ,  2000; Guo and Ono, 




1.2 大豆タンパク質分画に関する従来の研究  
これまで、7S、11S の分離に関して、両タンパク質の等電点、pH、イオン
強度、温度による溶解性の違い等を利用した分離法が報告されている。 pH
調整と遠心操作による分離法（Thanh and Shibasaki,  1976; Iwabuchi and 
Yamauchi, 1987; Samoto et al. ,  2007）、還元剤の添加と冷却操作による分離
法（Nagano et al. ,  1992; Wu et al. ,  1999; Wu et al. ,  2000）、フィターゼの






1.3 豆乳の凍結融解処理  
 タンパク質は加熱した場合と同様に、冷却や凍結によっても変性すること
が知られている（後藤 ,  2002）。これまで、豆乳の凍結融解処理に関する研究
では、加熱した豆乳は、凍結融解すると白いもやもやした塊状の沈殿物を生










































平成20年度 4,034 1,037 255 6%
平成21年度 3,668 993 223 6%
平成22年度 3,642 976 216 6%
平成23年度 3,187 949 212 7%
平成24年度 3,037 932 229 8%













2.1 材料および方法  
2.1.1 豆乳の調製  
 大豆（Glycine max (L.) Merrill、エンレイ）に 5 倍量の蒸留水を加え、20℃
で 16 時間浸漬後、浸漬水を捨て、蒸留水を大豆の乾燥重量の 6 倍量加えた。
これをミキサー（KM-230、愛工舎製、設定メモリ 5）で 2 分間磨砕した後、
ガーゼで濾過し生豆乳とした。  
 
2.1.2 凍結融解処理による豆乳の分離方法  
 生豆乳約 250 mL を密封袋（ヒストパック、フアルマ製）に移して -30℃で
7 日間凍結し、 10℃で 24 時間融解した。ここで 2 層に分離している豆乳の
上清部分を上層、沈殿部分を下層とし、デカンテーションにより分離を行っ
た。なお、凍結時には豆乳の中央部に温度センサ （ーおんどとり Jr．TR-52S、





2.1.3 豆乳の化学成分分析  
 豆乳中のタンパク質は、試料の全窒素量をケルダール法（財団法人日本食
品分析センター編 ,  2001）を用いて定量し、窒素 -タンパク質換算係数 6.25
を乗じて算出した。脂質は、クロロホルム -メタノール混液抽出法（財団法人
日本食品分析センター編 ,  2001）により定量した。タンパク質組成は、 SDS
ポリアクリルアミドゲル電気泳動（ SDS-PAGE）（Laemmli,  1970）によって
タンパク質を分離し、クマシーブリリアントブルーR250（CBB-R250）を用
いて染色した。染色したゲルについて、画像解析ソフト（ Scion image, Scion 
Co.）を用いて解析を行った（Onodera et al. ,  2009）。なお、 7S はα '、αお
よびβ、 11S については acidic および basic の各バンドを数値化して相対値
を求めた。  
 
2.1.4 豆腐の調製  
 生豆乳に消泡剤（KM-72F、信越シリコーン製）を 1～ 2 滴加え、タンパク
質濃度 3.8％となるよう蒸留水で調整した。これをオイルバス中（ 99％グリ
セリン）で 95℃まで昇温させ、さらに 95℃で 2 分間保持した（加熱豆乳）。
その後冷水中に 30 分間保ち、所定濃度の塩化カルシウム（CaCl2）を加えて
撹拌後 30 mL ビーカーに分注し、80℃の水槽で 1 時間加熱した後、20℃で 2
時間冷却した。  
 
2.1.5 豆腐調製における適正 CaCl2 濃度の検討  
加熱豆乳 4.5 mL を 10 mL 容試験管に分注し、所定濃度の CaCl2 溶液 0.5 
mL を加えて混和後、70℃で 30 分間加熱し、20℃で 30 分間冷却した。これ
 7 
 
を 3 000×g で 10 分間遠心分離し、上清を回収して湿重量を測定し、全体の
重量に対する上清の割合を液体率とした。この液体率が最小となる CaCl2 濃
度を、適正 CaCl2 濃度とした。  
 
2.1.6 豆腐の破断応力の測定  
 豆腐を円柱型ステンレス容器（直径 23 mm、高さ 25 mm）に凝固させ、
高さ 20 mm に調整して測定に供試した。一軸圧縮試験機（レオナーRE-33005、
山電製）を用い、測定には直径 30 mm のプランジャーを装着し、圧縮速度





2.2 結果および考察  
2.2.1 凍結融解処理により 2 層分離した生豆乳の性状およびタンパク質組成  
 図 2-1 に、生豆乳約 250 mL を密封袋に移して -30℃に保持した場合の時間
に対する温度の曲線を示した。その結果、最大氷結晶生成帯（ 0～ -5℃）を約





り容易に分別が可能であった。その分離重量比は、上層：下層＝ 62： 38 で、
およそ 3：2 であった（表 2-1）。タンパク質濃度は、上層 3.8％、下層 10.1％
と下層が上層の約 2.5 倍高かった。また、脂質は上層 0.3％、下層 9.9％とそ
のほとんどが下層に含まれていた。なお、凍結融解処理を行わない生豆乳で
は、 10℃で 24 時間静置しても 2 層分離は認められなかった。  
 図 2-3 に、凍結融解後生豆乳より分離した上層、下層の SDS-PAGE パター
ンを示した。大豆タンパク質は 7S、11S ともに数種のサブユニットが多種の
多量体を構成するため、多様な分子種が存在することが分子生物学的解析を
含めた最近の研究から明らかとなっている（谷坂ら ,  2010）。 SDS-PAGE 解
析では、 7S はα '（Mr, 72,000）、α（Mr, 68,000）、β（Mr, 52,000）の 3
種のサブユニットに分離し、 11S はそれぞれ複数のサブユニットから成る酸
性ポリペプチド（ acidic;  Mr, 37,000）と塩基性ポリペプチド（ basic; Mr, 




（図 2-3、レーン 2）。分離した生豆乳の SDS-PAGE パターンを比較すると、
上層では 7S のバンド、下層では 11S のバンドが濃くあらわれた。 7S（α '、
αおよびβ）と 11S（ acidic および basic）のバンドを対象に、相対強度をデ
ンシトグラム解析により定量化し、11S/7S 比を算出したところ、上層は 0.14
で 11S に比べ著しく 7S が多かったが、下層は 1.70 で逆に 11S が多いことが





辺ら ,  1963; Shimoyamada et al. ,  1999）。この不溶性成分の増加は、豆乳タ
ンパク質中の SH 基が凍結の進行により不凍水中に濃縮され、新たな S-S 結
合が生成することが要因の一つとして挙げられている（橋詰 ,  1979; 下山田 ,  
2003）。本研究においても、加熱豆乳では凍結融解後に全体が緩く凝固する
ことを確認した。一方、生豆乳では凍結融解処理により 2 層分離現象が確認
された。生豆乳中では、タンパク質や脂質がタンパク質 -脂質複合体（Ono et 
al. ,  1991; Guo et al. ,  1997）として粒子を形成して存在し、この粒子には 11S
が多く含まれることが報じられている（Ono et al.,  1991）。本研究において
形成された下層部分は、凍結融解処理によりこの複合体が多数集合、凝集し
て形成された可能性や、複合体のサイズが増大した可能性が考えられる。ま
た、 11S は 7S に比べシスチン含量が多く（橋詰 ,  1979）、凍結濃縮により分
子間 S-S 結合が増大しやすいものと推定される。これに対し、7S は糖鎖を持













生豆乳の凝固のための適正 CaCl2 濃度は、上層では 13 mM、下層では 6 mM




2： 4、 1： 5、 0： 6 の 7 段階で混合したものについて、適正 CaCl2 濃度を検
討して豆腐を調製し、破断応力を測定した（図 2-5）。その結果、下層が多く
なるほど適正 CaCl2 濃度は低くなり、破断応力は高くなることが示された。
この結果は、 7S、 11S の特徴、すなわち 7S を多く含む豆乳は凝固が緩慢で
柔らかく、 11S を多く含む豆乳は低濃度の凝固剤で凝固しやすく、硬くなる
（Saio et al. ,  1969; Kohyama et al. ,  1995; Ji et al. ,  1999; Yagasaki et al. ,  
2000; Guo and Ono, 2005）との報告に一致していた。  







による 7S と 11S の分離は、製造現場において十分に実用性を有すると考え
られた。  
 
2.3 小括  
凍結融解を用いて豆乳中の 7S と 11S を簡易に粗分画する技術を開発した。
生豆乳を -30℃で凍結し、10℃で 24 時間融解した。凍結融解処理した豆乳は
2 層に分かれ、その分離重量比は上層：下層＝ 3：2 であった。SDS-PAGE 解
析の結果、 11S/7S 比は上層では 0.14 であったが、下層では 1.70 であった。
上層と下層を種々の割合で混合し、豆腐を試作して破断応力を調べたところ、
下層の割合が増えるにつれ、破断応力は高まった。これらの結果、簡易で実




















図 2-1 生豆乳の凍結曲線．  





























































上層 62.3 ± 0.1 3.8 ± 0.0 0.3 ± 0.0

















図 2-3  凍 結 融 解 処 理 に よ り 生 豆 乳 よ り 分 離 し た 上 層 お よ び 下 層 の
SDS-PAGE パターン．  
レーン 1：上層， 2：生豆乳， 3：下層．α，α ’，βはβ -コングリシニンの






























タンパク質組成は SDS-PAGE によるゲルをデンシトグラム解析し， 7S につ







上層 88.0 ± 1.6 12.0 ± 1.6 0.14
下層 37.0 ± 0.8 63.0 ± 0.8 1.70





































て適正 CaCl2 濃度で調製した豆腐の破断応力．  
図中の数値（％）は破断ひずみ．縦棒は標準誤差（ n=3）．  











































第 3 章 凍結融解処理による豆乳中タンパク質の分離メカ
ニズムの解明  
 




3.1 材料および方法  
3.1.1 豆乳の調製  
 大豆（Glycine max (L.) Merrill、エンレイ）に 5 倍量の蒸留水を加え、20℃
で 16 時間浸漬後、浸漬水を捨て、蒸留水を大豆の乾燥重量の 6 倍量加えた。
これをミキサーで磨砕した後、脱脂綿で濾過し生豆乳とした。  
 さらに、11S/7S 比の異なる豆乳を調製するため、グリシニンの全サブユニ
ットを欠損した大豆品種「ななほまれ」（矢ヶ崎ら ,  2010）、およびβ -コング




3.1.2 豆乳の凍結融解処理  
 生豆乳 40 mL を 50 mL 容プラスチックチューブに分注し、-30℃で 7 日間









3.1.4 タンパク質の分析  
 豆乳中のタンパク質組成は、 SDS-PAGE（Laemmli,  1970）によってタン
パク質を分離し、CBB-R250 を用いて染色した。染色したゲルについて、画
像解析ソフト（CS Analyser 3.0、ATTO 製）を用いて解析を行った。  
 
3.1.5 脱脂豆乳の調製  
 大豆を遠心粉砕機（φ 0.5 mm スクリーン）で粉砕し、ジエチルエーテル
に 20℃で 16 時間浸漬した。浸漬後濾過し、残渣を蒸留水で洗浄し、乾燥を
行った。この脱脂操作により大豆粉の脂質含量は 3.6 g/100g となった（脱脂
前の大豆脂質含量 ;  23.6 g/100g）。この脱脂大豆粉について、乾燥重量の 6
倍量の蒸留水を加えて 20℃で 16 時間浸漬し、ミキサーで磨砕した後、脱脂
綿で濾過し脱脂生豆乳とした。  
 
3.1.6 豆乳の凍結融解分離における S-S 結合および疎水性相互作用の評価  
 豆乳の凍結融解分離における S-S 結合および疎水性相互作用の影響を評価
するため、亜硫酸ナトリウムまたはドデシル硫酸ナトリウム（ SDS）を凍結
前の生豆乳に添加し、凍結融解処理を行った。添加濃度は、豆乳中の終濃度




3.2 結果および考察  
3.2.1 生豆乳および凍結融解後生豆乳より分離した上層、下層の粒度分布  
 生豆乳および凍結融解後生豆乳より分離した上層、下層の粒度分布を測定
した（図 3-1）。生豆乳中の粒子は 0.3～ 20 µm に分布し、最頻値は 3 µm で
あった。上層の粒子は 0.3～ 20 µm に分布し、最頻値は 2 µm で凍結前の生豆
乳に近い値を示した一方、下層の粒子は 0.3～ 200 µm に広く分布し、最頻値
は 10 µm であった。この結果、凍結融解により生豆乳中の粒子サイズが増大
することで、沈殿（下層）を形成したものと推察された。  
 加熱豆乳では、凍結融解により豆乳全体が凝固することが知られており（橋
詰 ,  1979; Shimoyamada et al. ,  1999）、その要因として凍結濃縮によるタン
パク質間 S-S 結合や疎水性相互作用の影響が指摘されている（ Shimoyamada 
et al. ,  2000）。すなわち、生豆乳中でも加熱豆乳と同様に凍結濃縮によって
タンパク質間相互作用が促進された可能性が考えられる。また、生豆乳中で
は、タンパク質と脂質がタンパク質 -脂質複合体としてエマルションを形成し




3.2.2 豆乳の凍結融解分離における脂質の影響  
 本分離現象における、生豆乳中のエマルション形成の影響を明らかにする
ため、脱脂生豆乳を用いて凍結融解処理を行った。その結果、脱脂生豆乳を
用いた場合でも、生豆乳と同様に 2 層分離が確認された（図 3-2）。SDS-PAGE







 生豆乳中におけるタンパク質 -脂質複合体の主な構成タンパク質は 11S で
あることが報告されている（Saio and Watanabe, 1966; Ono et al. ,  1991）。
また、第 2 章では、凍結融解した生豆乳中のほぼすべての脂質は下層に含ま
れていたことを報告した（表 2-1）。すなわち、沈殿を形成する主な構成要素
は 11S あるいは 11S に覆われたタンパク質 -脂質複合体（エマルション）で
あると推察された。  
 
3.2.3 凍結融解分離における豆乳中の 11S/7S 比の影響  
 大豆の 11S/7S 比は品種によって異なることが知られている（Toda et al. ,  
2008）。 11S が沈殿形成の主な要因であることを確認するため、 11S/7S 比の
異なる品種を用いて生豆乳を調製し、凍結融解を試みた。大豆は、7S リッチ
の「ななほまれ」および 11S リッチの「東山 226 号」を供試した。その結果、
「ななほまれ」から調製した 11S の少ない生豆乳では、分離が認められなか
った（図 3-4A）。一方、「東山 226 号」から調製した 11S を多く含む生豆乳
では、「エンレイ」（対照 ;  11S/7S 比 =0.99）と同様の分離が確認された（図
3-4B）。この結果、沈殿形成には 11S の存在が大きく影響していることが明
らかとなった。  




凍結融解処理を行った（表 3-1）。その結果、 11S/7S 比が 0.53 以上で沈殿を
形成し、分離を生じることが明らかとなった。  
 
3.2.4 豆乳の凍結融解分離における亜硫酸ナトリウムと SDS の影響  
 生豆乳の凍結融解分離における S-S 結合の影響を明らかにするため、亜硫
酸ナトリウムを添加した生豆乳を凍結融解した（図 3-5A）。その結果、亜硫
酸ナトリウム 0.1％以上の添加で豆乳の分離が完全に阻害された。  
 また、疎水性相互作用の影響を明らかにするため、SDS を添加した生豆乳
を凍結融解した（図 3-5B）。その結果、SDS の添加量が多くなるほど上層の
割合が減少し、 1％以上の添加で分離が完全に阻害された。  
 これらの結果、凍結融解による生豆乳の沈殿形成は、凍結濃縮を介した 11S
間の S-S 結合や疎水性相互作用によって生じているものと考えられた。 11S
は 7S に比べてシスチン含量が多いこと（橋詰 ,  1979）、また、7S は糖鎖を持
ったタンパク質であり、高い親水性を持つことから（森田 ,  2000; 谷坂ら ,  
2010）、11S は 7S に比べてタンパク質間相互作用を生じやすく、沈殿を形成
しやすいものと推察された。  
 
3.2.5 凍結融解による豆乳中 7S、 11S の分離メカニズム  
 これまでの実験結果から、凍結融解による生豆乳の分離メカニズムのイメ
ージを図 3-6 に示した。生豆乳中には 7S、11S タンパク質と、これらタンパ
ク質と脂質が結合したタンパク質 -脂質複合体が分散している（小野 ,  2008）。
この生豆乳を凍結融解することにより、凍結工程（ StepⅠ）で、タンパク質





親水性が高い 7S は上清に移行する。すなわち、融解後には、ほとんどの 11S
は下層に移行し、ほとんどの 7S は上層に維持されるものと考えられる。  
 また、脱脂生豆乳を用いて凍結融解した場合における分離メカニズムのイ





増大した 11S は沈殿を形成し、 7S は上清に移行するものと考えられる。  
 タンパク質は加熱した場合と同様に、冷却や凍結することでも変性するこ
とが知られている（後藤 ,  2002）。タンパク質の低温変性については多くの研
究がなされており、例えば冷却沈殿に関するもの（ Saha et al. ,  1970; Bentley 
et al. ,  1985; Privalov, 1990）、凍結融解による安定性や凝集性に関するもの





















結融解処理による生豆乳の分離は、11S 同士あるいは 11S を主体としたタン


















































































図 3-3  凍 結 融 解 処 理 で 脱 脂 生 豆 乳 よ り 分 離 し た 上 層 お よ び 下 層 の
SDS-PAGE パターン．  
レーン 1：上層，2：下層．α，α ’，βはβ -コングリシニンのサブユニット，

































図 3-4 大豆品種が生豆乳の凍結融解分離に及ぼす影響．  
A：ななほまれ（ 7S リッチ），B：東山 226 号（ 11S リッチ），C：エンレイ























ななほまれ：エンレイ 8:0 7:1 6:2 5:3 4:4 3:5 2:6 1:7 0:8
11S/7S比 0.05 0.10 0.18 0.35 0.45 0.53 0.74 0.89 0.99




















図 3-5 亜硫酸ナトリウムおよび SDS の添加が生豆乳の凍結融解分離に及ぼ
す影響．   
A：亜硫酸ナトリウム，B： SDS．  
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4.1 材料および方法  
4.1.1 豆乳の調製  
 大豆（Glycine max (L.) Merrill、エンレイ）に 5 倍量の蒸留水を加え、20℃
で 16 時間浸漬後、浸漬水を捨て、蒸留水を大豆の乾燥重量の 6 倍量加えた。
これをミキサーで磨砕した後、脱脂綿で濾過し生豆乳とした。  
 
4.1.2 凍結融解処理による豆乳の分離方法  
 生豆乳約 200 mL を密封袋（ヒストパック、フアルマ製）に移して -30℃で
7 日間凍結し、 10℃で 24 時間融解した。ここで 2 層分離している豆乳につ
いて、デカンテーションにより上層と下層に分離した。  
 
4.1.3 新規デザート様製品の開発  
タンパク質濃度 4％に調整した上層 180 mL を 95℃で 2 分間加熱した後、
 35 
 
5℃で 2 時間冷却し、ハチミツ（純粋蜂蜜、明治屋製）12 g を加え、予め 5℃
に冷却しておいた所定濃度のユズ果汁（ pH 2.8）20 mL を添加して軽く撹拌
後、約 60 mL ずつ小容器に分注して 80℃で 30 分間加熱し、 5℃で 2 時間冷
却した。  
 
4.1.4 上層凝固における適正ユズ果汁濃度の検討  
95℃で 2 分間加熱後、氷水中で冷却した上層 4.5 mL を 10 mL 容試験管
に分注し、所定濃度のユズ果汁 0.5 mL を加えて混和後、80℃で 30 分間加熱




4.1.5 新規デザート様製品の官能評価  
 上層を用いて調製した新規デザート様製品について、生豆乳を用いて同様
に調製した製品を対照として、一対比較法（野中・山口 ,  1986）により官能
評価を行った。項目および尺度は、川端（ 1995）のゲル状食品に対する分析
型官能検査法に基づき、 8 項目について両極 7 段階（ -3～ +3）の尺度で評価
した。パネルは、富山県農林水産総合技術センター食品研究所の職員 13 名
（構成員 ;  30 代 2 名 ,  40 代 4 名 ,  50 代 7 名 ,  男女比 9:4）とした。  
 
4.1.6 新規デザート様製品の破断応力の測定  
 上層から調製した新規デザート様製品および市販のデザート製品（ヨーグ
ルト 2 点、プリン 2 点）について、破断応力を測定した。試料は直径 23 mm、
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高さ 20 mm に調製して測定に供試した。一軸圧縮試験機（レオナーRE-33005、
山電製）を用い、測定には直径 30 mm のプランジャーを装着し、圧縮速度
















は H3O+の放出により豆乳の pH を低下させて大豆タンパク質を等電点沈殿




て評価した（図 4-1）。液体率は、加熱した上層にユズ果汁を添加し、 3 000










なった（図 4-2：上層製品）。  
 

























































図 4-1 ユズ果汁濃度が上層の液体率に及ぼす影響．  



























































図 4-3 上層から試作したデザート様製品の官能評価．  
対照（点線）は生豆乳から同様に調製したデザート様製品．  
対応のある t 検定の結果，上層製品と生豆乳製品の平均値間において＊ ＊は


























1． しっかりしている ―――――――― ぷりんぷりんしている
2． なめらかでない ―――――――― なめらかである
3． くずれにくい ―――――――― くずれやすい
4． かたい ―――――――― やわらかい
5． 歯切れが悪い ―――――――― 歯切れがよい
6． 弾力性がない ―――――――― 弾力性がある
7． 口溶けが悪い ―――――――― 口溶けがよい
8． のどごしが悪い ―――――――― のどごしがよい
3
（評価項目）



























第 5 章 凍結融解処理が豆乳の物理化学特性と豆腐品質に
及ぼす影響  
 
 豆乳の凝固には豆乳中タンパク質の加熱変性が必要である（ Guo et al. ,  
1997; 小野 ,  2008）。そのため、豆腐製造に使用される豆乳は通常加熱された
ものである。しかしながら、一旦加熱した豆乳は凍結融解すると豆乳全体が














5.1 材料および方法  
5.1.1 豆乳の調製  
 大豆（Glycine max (L.) Merrill、エンレイ）に 5 倍量の蒸留水を加え、20℃
 45 
 
で 16 時間浸漬後、浸漬水を捨て、蒸留水を大豆の乾燥重量の 6 倍量加えた。
これをミキサーで磨砕した後、脱脂綿で濾過し生豆乳とした。生豆乳を 95℃
で 2 分間加熱し、氷水で冷却したものを加熱豆乳（生 -加熱豆乳）とした。  
 
5.1.2 豆乳の凍結融解処理  
 生豆乳と加熱豆乳を -20℃で 7 日間凍結後、10℃で 24 時間融解した。これ
ら凍結融解したサンプルを、それぞれ生 -凍結豆乳、加熱 -凍結豆乳とした。
凍結融解したサンプルを撹拌後、95℃で 2 分間加熱し、氷水で冷却したもの
をそれぞれ生 -凍結 -加熱豆乳、加熱 -凍結 -加熱豆乳とした。  
 
5.1.3 豆乳の物理化学特性の評価  
 豆乳の粒度分布はレーザー回折式粒度分布測定装置（ SALD-2100、島津製
作所製）を用いて測定した。豆乳を 3 000 × g で 10 分間遠心分離し、沈殿を
回収して湿重量を測定し、全体の重量に対する沈殿の割合を沈殿率とした。
上清のタンパク質濃度は、上清の全窒素量をケルダール法（財団法人日本食
品分析センター編 ,  2001）で定量し、窒素 -タンパク質換算係数 6.25 を乗じ
て算出した。  
 
5.1.4 豆腐の調製と物性評価  
 加熱後氷水で冷却した豆乳に、 0.3％グルコノデルタラクトン（ GDL）を
添加して混和後、混合物を円柱型ステンレス容器（直径 23 mm、高さ 25 mm）
に分注し、80℃で 1 時間加熱後、20℃で冷却した。調製した豆腐は容器から




定には直径 30 mm のプランジャーを装着し、圧縮速度 1.0 mm/s で一軸圧縮
を行い、試料の高さの 70％（w/w）まで圧縮した。  
 
5.1.5 豆腐の官能評価  
 豆腐の官能評価は、外観、味、なめらかさ、かたさ、弾力性、総合評価の
6 項目について、富山県農林水産総合技術センター内 15 名（構成員 ;  20 代 3
名 ,  30 代 1 名 ,  40 代 8 名 ,  50 代 3 名 ,  男女比 9:6）のパネラーにより両極 7
段階（ -3～ +3）の尺度で評価した。  
 
5.1.6 微生物検査  
 豆乳中の生菌数は標準寒天培地（日水製薬製）を用いて培養し測定した。
豆乳を培地上に塗抹し、 37℃で 48 時間培養した。培養後、培地上のコロニ
ー数をカウントし生菌数とした。  
 
5.1.7 統計処理  
 得られたデータについて、一元配置の分散分析を行い、有意差のあったも





5.2 結果および考察  
5.2.1 凍結融解した豆乳の物理化学特性  
 凍結融解後、生豆乳は 2 層に分離し、加熱豆乳は全体が緩く凝固した。こ
れら凍結融解した豆乳と凍結融解しない生豆乳をそれぞれ加熱し、粒度分布
を測定した（図 5-1）。生 -加熱豆乳および生 -凍結 -加熱豆乳中の粒子は 0.3～ 1 
µm に分布し、最頻値は 0.45 µm であったが、加熱 -凍結 -加熱豆乳中の粒子




 これらの豆乳について、 3 000 × g で 10 分間遠心分離後、豆乳全体に対す
る沈殿量の割合（沈殿率）と上清のタンパク質濃度を測定した（表 5-1）。沈
殿率は、生 -加熱豆乳および生 -凍結 -加熱豆乳に比べて加熱 -凍結 -加熱豆乳で
著しく高かった。また、生 -凍結 -加熱豆乳の上清タンパク質濃度は、加熱 -凍
結 -加熱豆乳に比べて高く、生 -加熱豆乳と同等であった。これら豆乳の遠心





あることが報告されている（Shimoyamada et al. ,  2000; 下山田 ,  2003）。一
方、生豆乳では、凍結融解によって同様に凍結濃縮が起こるにも関わらず、





て表面 SH 基量が少なく、表面疎水性度も低いことから（ Shimoyamada et al. ,  
2000）、凍結濃縮によるタンパク質間相互作用が促進されにくいためである
と推察される。その結果、生豆乳では凍結融解後の加熱処理によってタンパ
ク質が可溶化しやすく、生 -凍結 -加熱豆乳の物理化学特性は生 -加熱豆乳に類
似したものと考えられた。   
 
5.2.2 豆腐の破断応力と官能評価  
 生 -加熱豆乳、生 -凍結 -加熱豆乳、加熱 -凍結 -加熱豆乳から調製した豆腐の
物理特性を明らかにするため、豆腐の破断応力を測定した（図 5-2）。その結
果、生 -凍結 -加熱豆乳から調製した豆腐の破断応力は、生 -加熱豆乳から調製
した豆腐と同等であった。一方、加熱 -凍結 -加熱豆乳から調製した豆腐の破
断応力は、生 -加熱豆乳および生 -凍結 -加熱豆乳から調製した豆腐に比べて著
しく弱かった。  
 さらに、生 -加熱豆乳および生 -凍結 -加熱豆乳から調製した豆腐の官能評価
を行った（図 5-3）。その結果、すべての評価項目において有意な差は認めら
れなかった。なお、加熱 -凍結 -加熱豆乳から調製した豆腐は凝固が著しく脆
く、官能評価により生 -加熱豆乳および生 -凍結 -加熱豆乳から調製した豆腐と
比較することが困難であった。  
 豆腐の物理特性は、豆乳の物理化学特性に依存することが知られている




た。   
 





生豆乳調製直後の生菌数は 5.3 log CFU/mL であり、また、 28 日間凍結保存
した生豆乳中の生菌数も 5.3 log CFU/mL であった。すなわち、凍結保存中
における生菌数の増加は認められなかった。さらに、凍結保存した生豆乳
（ -20℃で 1、 7、 28 日間）は、凍結保存後に 10℃で 24 時間融解処理を行っ
たにも関わらず、生菌数の増加は認められなかった。この結果、本研究の分
離技術における一連の凍結融解操作では、微生物の増加は認められないこと
が明らかとなった。なお、これらの生豆乳を加熱処理（ 95℃、 2 分間）する
こ と に よ り 、 す べ て の 試 験 区 に お い て 生 菌 数 は 劇 的 に 減 少 し た （ < 100 
CFU/mL）。  
 








































































沈殿率（％） 5.0a 4.8a 58.1b














図 5-2 生 -加熱豆乳，生 -凍結 -加熱豆乳および加熱 -凍結 -加熱豆乳から調製
した豆腐の破断応力．  
凝固剤は 0.3％グルコノデルタラクトン（GDL）を使用． a , b 異英文字間は，

































図 5-3 生 -加熱豆乳（点線）および生 -凍結 -加熱豆乳（実線）から調製した
豆腐の官能評価．  































図 5-4 凍結期間が生豆乳中の生菌数に及ぼす影響．  

































 第 1 章では、本研究の背景と目的、大豆タンパク質の分画技術および豆乳
の凍結融解処理に関する従来の研究について述べた。  
 第 2 章では、凍結融解処理を用いて豆乳中の 7S と 11S を簡易に分離する
技術を開発した。生豆乳を凍結融解することにより、豆乳は 2 層に分離し、





り、豆乳中の 7S と 11S が粗分画でき、この方法が大豆の新規用途開発につ
ながることが示唆された。  










あるいは 11S を主体としたタンパク質 -脂質複合体同士が凍結濃縮を介して
タンパク質間 S-S 結合あるいは疎水性相互作用によって凝集し、沈殿を形成
することで生じるものと判断された。  
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